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Sur la composition minérale de l'hémolymphe des vers à soie 


——— — — ame 
a 
— =. = 


p ni =a Pr ee 4 AA > UN E. 
et sur les changements qu'elle subit au cours de la croissance _ 


—= —— 


"W ew ch - — WM TY — | Dem —À 


et pendant la métamorphose A P 


Les données existantes dans ta littérature amenent à l'idée 
que les liquides de l'organisme des insectes constituent une so- 
lution d'électrolytes particuliére, présentant des différences no- 
tables avec le plasma sanguin de tous les groupes animaux étu- 
diés à ce point de vue. Bien que ces données (comp. le tableau I) 
ne soient pas abondantes — elles ne portent que sur plusieurs 
especes des lépidoptéres et des hymenopteres, et ne concernent 
qu'un petit nombre de constituants dosés des cendres — elles 
font ressortir une pauvreté exceptionnelle de l'hémolymphe de 
ces animaux en sodium et en chlore et une concentration trés 
élevée en potassium, en magnésium et en azote extraproteique 
quil est rare de trouver ailleurs (Bishop, Briggs et 
Ronzoni 25, Portiem'et^Duva172/; Pis K n. 
Courtois 28, Brecher ”?29 Heller et Mokiosvxw- 
Sk a 30, P koska m 0/ ac). | 

Ces faits qui demanderaient à être confirmés sur le matériel 
moins restreint nous ont incités à une étude détaillée des proprié- 
tés chimiques de l'hémolymphe du ver à soie et à l'analyse de 
sens et de l'étendue des changements de sa composition minérale 
cn fonction du stade de dévcloppement. 
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Materiel et technique ces recherches. 


Les animaux dont on analysait l'hémolymphe provenaient de deux élec- 
vages faits dans ce laboratoire en 1936 (I série) et en 1937 (II série). Les 
chenilles vivaient dans une grande étuve verrée, maintenue à la température 
constante de 259 C et à Vhumidite de l'air oscillant entre 60 et 80%. On 
gardait les animaux aux mémes conditions de température et de l'humidité 
pendant toute la durée du filage et de métamorphose jusqu'à l’éclosion 
de l’imago. 

La premiére série de dosages (tableau II, élevage I) portait sur 19 
Jours de développement des chenilles, le moment initial correspondant à la 
mue qui succédait à la quatriéme période du sommeil larvaire. L'élevage II 
durait en tout 16 jours. On a commencé les prélévements «de l’hemolymphe 
dans cette série aussi à un moment facile à saisir — le début du filage de 
cocon. Ce phénomène a lieu généralement le sixième jour aprés la quat- 
riéme mue. On continuait de recueillir l'hémolymphe jusqu'au jour de 
l'éclosion de l'imago. Ainsi les résultats de deux séries de dosages se super- 
posent dans le segment de temps compris entre le début du filage et le 
onzieme jour de la métamorphose. 

Les prélévements avaient lieu à des intervalles de temps assez ré- 
guliers, plus serrés durant la croissance larvaire, plus espacés au cours de 
la nymphose. Les individus destinés à fournir de l'hémolymphe étaient 
comptes et pésés et on mesurait le volume de l'hémolymphe qu'on recucillait 
aussi soigneusement que possible. 

On procédait un peu différemment pour saigner les chenilles et les 
chrysalides. On coupait les pattes aux premiéres, et lorsqu'on appuyait lé- 
gerement sur le corps de l'animal, on voyait sourdre des plaies les gouttes 
du liquide jaune pale généralement tout à fait ‘transparent: Quant aux 
chrysalides on leur faisait d'habitude une incision dorsale et on en obtenait 
un liquide brunátre contenant, surtout vers les derniers jours de la méta- 
morphose, des quantités notables de corpuscules en suspension. Chez les 
papillons qui venaient d'éclore le prélevement de l'hémolymphe débarrasée 
de Purine presentait d'assez grandes difficultés que l'on parvenait cepen- 
dant à surmonter. 


L'hémolymphe ainsi obtenue, provenant d'un grand nombre d'indivi- 
dus, était transvasée dans des tubes à essai et soumise à une centrifugation 
intense. On versait ensuite le liquide surnageant dans des fioles où l’on 
opérait la défécation. 

On precipitait les protides en ajoutant goutte à goutte à un volume 
déterminé de l'hémolymphe centrifugée le volume égal de la solution à 14% 
de l'acide trichloracétique. On séparait par filtration le précipité que l'on 
rincait à plusieurs reprises à l'acide trichloracétique à 7% et l'on y dosait 
l'azote par méthode de Kjeldahl. 

Le premier filtrat constituait par conséquent une solution deux fois 
diluee des constituants de l'hémolymphe qui n'ont pas subi la précipitation 
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dans l'acide trichloracétique a 7%. Cette solution servait à la détermina- 
tion de tous les constituants intéressants de Vhémolymphe sauf l’azote 
protéique. 

Comme on ne disposait que de faibles quantités de l'hémolymphe on 
appliquait généralement les méthodes microchimiques et on effectuait sur 
chaque prise d'essai plusieurs dosages paralléley du méme élément. Les 
méthodes utilisées furent les suivantes: pour l'azote celle de Parnas et 


Wagner (21), pour le sodium — de Barrenschen et Messi- 
ner (27), pour le potassium, aprés avoir chassé l'ammoniaque — la mé- 
thode de Kramer et Tisdall (21a), pour le calcium — celle de 


Kramer et Tisdall 21b), completee d’après les indications de 
de Waard (19) et de Hecht (23), pour le magnésium — la méthode 
colorimétrique de Biataszewicz (26) basée sur celles de K r a- 
mer et Tisdall (21b) et de Briggs (22), pour le phosphore mi- 
nérale -— la méthode de Briggs (22), pour le phosphore total, aprés 
l'incinération par méthode de Bialaszewicz (726), le dosage par 
méthode de Briggs (22), pour le soufre total la méthode de B e n e- 
dict et Denis 023) et pour le chlore la méthode de W h i t e- 
hiorm (215. 


Les résultats obtenus. 


Les résultats de tous les dosages de l'hémolymphe sont rap- 
portés dans les tableaux II et III. Le premier concerne l'élevage 
des vers à soie de 1936, le second celui de 1937. Toutes les don- 
nées sont exprimées en mg% de l'hémolymphe entiére. Ces ta- 
bleaux contiennent de plus les renseignements concernant le sta- 
de du développement de l'animal, le jour du développement à la 
temperature de 25°C, le poids moyen de l'animal, le nombre 
d'exemplaires ayant fourni de l'hémolymphe et le volume de 
l'hémolymphe recueilli par 1 gramme de l'animal. 

Pour mettre en évidence les changements de la composition 
minérale indépendants de ia concentration de l'hémolymphe 
nous avons calculé la teneur en sodium, en potassium, en cal- 
cium et en magnésium en équivalents-grammes et nous les 
avons exprimé en pourcent des bases fixes totales. Les résultat: 
de ces calculs sont représentés sur quatres courbes interpolées 
de la figure 3. Elles expriment les changements de la compo- 
sition centésimale des bases des cendres en fonction de la pé- 
riode du développement. Les résultats de nos dosages sont ré- 
sumées de plus sur de diagramme de la fig. 2. On y voit la le- 
neur relative de différentes bases fixes ainsi que le degré de la 
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saturation des leurs affinités par le chlore aux trois stades si- 
gnificatifs du développement de bombyx: 1°. pendant la 
cinquième période de croissance larvaire (fig. 2/1, 
— moyennes des dosages Ne 2, 3, + et 5 du tableau II); 2°. au 
début de la métamorphose (fig. 2/11 — moyennes 
des dosages Ne 8 et 9 du tableau II et Ne 2, 3 et + du tableau III); 
30 pemdant les derne rs Jou Ts de amiy mig 
p hose (moyennes des dosages Ne 7, 8 et 9 du tableau III). 

Les données numériques du tableau II font ressortir la dif- 
férence fondamentale entre la composition minérale de l'hémo- 
lymphe des chenilles et celle du plasma sanguin de tous les 
autres groupes animaux qui ont fait l'objet de recherches sem- 
blables. Ce qui distingue l'hémolymphe des chenilles du bom- 
byx, c'est la quantité infime du sodium, l'élément qui constitue 
le cation fondamental du plasma des autres groupes animaux, 
la concentration presque six fois plus grande du potassium et 
du calcium et de trés fortes quantités du magnésium dont la 
concentration égale presque celle de cet élément dans l'eau 
de mer. 


Si l'on compare nos données à celles des autres auteurs 
ayant travaillé sur l'hémolymphe des insectes d'autres espéces 
(comp. le tableau I), on trouve des concentrations semblables du 
sodium dans Phémolymphe. des larves d'abeilles (Bishop, 
Briggs et Rozoni '25 — 11 mg%), du potassium chez 
les chenilles de Pieris brassicae (85 à 119 mg%) et chez les pu- 
pes de Sphinx pinastri (138 mg%) et de Pieris brassicae (146 
mg%) (Brecher ’29), du magnésium dans les chenilles du 
Pieris brassicae (Brecher '39, 48 à 112 mg%), tandis que 
la concentration du calcium déterminée dans nos experiences 
dépasse notablement la teneur de l'hémolymphe des autres 1n- 
sectes en ce métal (15 à 41 mg%). 

Le tableau II montre de plus que !a composition 
minérale de l'hémolymphe déféquée est maintenue S en- 
siblement constante pendant toute la du- 
rée de l'alimentation et de croissance, cest 
à dire à partir de la quatriéme mue jusqu'au début du filage 
du cocon. Ceci prouve que les divers constituants minéraux de 
’hemolymphe pénétrent dans la circulation à la méme vitesse 


214 K. Biataszewiez et Ch. Landau XII, Ne 42 


pendant une période au cours de laquelle l'animal quintuple son 
poids tandis que le volume de liquides de l'organisme augmente 
dans des proportions plus fortes encore. 

On peut donc considérer la composition min é- 
rale constante de l'hémolymphe comme proprié- 
Ue caractéristique de ce liquide chez les 
chenilles en croissance. Si nous choisissons les 
rapports numériques de quatres métaux comme indice de la 
composition minérale nous pouvons envisager l'hémolymphe des 
chenilles comme une solution saline oü sur 100 équivalents- 
srammes on trouve en moyenne 54.8 de magnesium, 19.4 de po- 
tassium, 17.3 de calcium et 3.5 de sodium seulement. 


SS 
SS -— 


ASS 
0 50 100 % 
Fie. 1. Les quantités relatives du sodium, du potassium, du calcium et du magnesium pour 


100 équivalents-grammes de ces quatres bases fixes dans l'hémolymphe des vers à soie en 
croissance (I) et dans le sérum humain (II). 


La figure 1 indique la différence de la composition centési- 
male des bases fixes de l'hémolymphe des vers à soie en crois- 
sance d'une part et du sérum humain de l'autre. 

Quant aux radicaux acides il laut signaler que le chlore qui 
forme le principal anion des liquides de l'organisme chez les 
autres groupes animaux n'intervient ici qu'en de trés faibles pro- 
portions (fig. 2). Ce fait ne semble pas depourvu d'importance. 
Cet élément ne couvre en effet chez les chenilles en croissance 


que 11.9%, au début de la métamorphose — que 14.0% et avant 
l'éclosion de l'imago — que 18.0% des bases totales. Si l’on tient 


compte du phosphore minéral décelé dans l'hémolymphe des 
chrysalides (tabl. III), des traces du soufre minéral et des anions 
de bicarbonate, on trouve que les bases lixes ne sont couvertes 
que dans un tiers par les anions minéraux. 

A la lumiére de ces résultats notons un fait trés intéressant, 
signalé pour la premiére fois par Bishop, Briggs et 
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Ronzoni (25) et confirmé ensuite par les autres auteurs 
(comp. tableau I). H s'agit de l'abondance de l'azote organique 
extraprotéique dans les liquides nourriciers des insectes (306 
à 574 mg%). Cet azote se combine probablement d’après les au- 
leurs qui se sont occupés de la question aux métaux. Nos recher- 
ches effectuées sur les vers à soie confirment les observations des 
auteurs américains. Nous avons trouvé chez les chenilles une 
concentration moyenne de 442 mg% d'azole extraproteique ce 
qui correspond à 2.575 g dN (4420<100/171.6) par 100 eq me 
des bases fixes. Plus tard ce rapport s'accroit pendant les pre- 
miers jours de la métamorphose jusqu'à 3.828 g d'N, pour re- 
descendre ensuite à 2.769 immédiatement avant l’éclosion du 


papillon. 
y E 
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Fig. 2. Diagramme réprésentant la composition centésimale des bases fixes de l'hémolymphe 

et le dégré de leur couverture par le chlore dans les trois stades du développement de bom- 

byx. I — pendant la cinquième période de la croissance larvaire ; II -- au début de la me- 
tamorphose; III — pendant les derniers jours de la nymphose. 


La composition minérale de l'hémolymphe subit des chan- 
sements marqués dans la période qui suit la croissance. Les re- 
maniements les plus importants tant au point de vue de concen- 
tration globale qu'à celui des rapports mutuels de divers consti- 
luants apparaissent pendant le période préparatoire à la méta- 
morphose, c'est à dire à partir de l'achévement de la croissance 
et la purgation jusqu'à la formation de la pupe. 

On peut se rendre compte du sens ct de l'importance de 
remaniements de la composition des cendres en comparant fa 
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composition centésimale des bases fixes de l'hémolymphe de la 
chenille en croissance (fig. 2/I) à celle de la nymphe au cours 
de premiers jours de la métamorphose (fig. 2/II). On voit alors 
que l'animal en nymphose différe de la 
chenille en premier lieu par ume diminu- 
irom notable de la teneur em sels magnt- 
siens et par l'enrichissement en sels potassiques et sodiques 
ainsi qu'en chlore et en azote extraprotéique. Si nous envisageons 
les rapports mutuels de différentes bases, nous trouvons sur 100 
équivalents grammes de métaux 3.5 de Na, 19.4 de K, et 39.8 de 
Mg chez la chenille et 6.7 de Na, 35.4 de K et 40.5 de Mg chez 
la pupe. 

Le calcul du bilan des éléments minéraux des liquides de 
l'organisme (tableau IV) effectué en tenant compte de la varia- 


Tableau IV. 


| 
, n SP Variations au cours de la 
Teneur de l'hémolymphe période préparatoire 
en constituants à la métamorphose 
EM TB | ^ bar rapport 
| 100 g a la teneur de 
Constituants de chenilles 47.1 g us l'hémolymphe 
ayant terminé de quantités des chenilles 
leur chrysalides absolues ayant terminé 
croissance leur 
Croissance 
mg mg | mg % 
pr. Ze, | 
Mg 21.9 | 8.1 — 13,2 — DU 
Ca 10.5 6.5 — 40 ern 
N (es | 65.4 — 11.9 — IND 
K PA Soa je + 6 
Na 245 | 9.81 4- 0.36 Cas 


tion du volume total de ’hémolymphe au cours de la preparation 
à la nymphose indique de role particulier des ions magnésiens 
à l'époque où la chenille se prépare au sommeil léthargique de 
la métamorphose. En admettant que l'animal perd alors environ 
52.9% de son poids (Białaszewic z 30) et que l'hémo- 
lymphe passe de 17.5 à 25.9% du poids de corps (tableau II et 
MD), on constate que l'élimination (30%) de l'eau 
Io rrent circulatoire est accompagnée 
fee jet de 60% du magnésium existant 
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normalement dans le sang deta chenille 
adulte. L’accroissement des concentrations de potassium, de 
sodium et d'azote extraprotéique que l'on observe à cette époque 
n'est qu'apparent, il résulte de la deshydratation de hémo- 


lymphe. 
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Fig. 3. L'évolution des rapports mutuels de quatres bases fixes de l'hémolymphe entre la 
quatrième mue et l’éclosion de l'insecte parfait. Les calculs ont été effectués d‘aprés les 
données du tableau II (pour la premiére série) et du tableau III (pour la seconde série). 


La métamorphose est donc précedée par un processus essen- 
tiel qui accompagne la perte d'eau, à savoir l'élimination de 
Ihemolymphe de la plus forte partie de son magnésium. Ceci 


by 
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détermine un équilibre nouveau des cations mono- et bivalents. 
il resterait a élucider si les sels magnésiens disparaissant de 
l'hémolymphe sont emmagasinés dans les tissus ou éliminés de 
l'organisme soit par purgation soit avec la sécrétion des glandes 
séricigenes au cours du filage du cocon. L'élucidation de ce 
point contribuerait à jeter un peu de lumiére sur les causes de 
la dépression métabolique qui apparait au cours de la meta- 
morphose des insectes. 

En passant maintenant à la période de la métamorphose 
elle-méme on constate que les changemenis que subit à cette 
époque la composition minérale de 'hémolymphe sont beaucoup 
moins profonds que ceux que l'on observait pendant la période 
précédente. En faisant abstraction de la deshydratalion de l'hé- 
molymphe qui modifie la concentration des sels minéraux, on 
voit (fig. 3) que l'évolution de ’hemolymphe marque un accroi- 
ssement incessant du sodium et une diminution de la concen- 
tration du potassium. Le niveau du magnésium est abaissé et 
reste sensiblement constant jusqu'à la fin de la métamorphose. 
Quant au potassium sa teneur diminue d'abord par rapport 
à celle des autres métaux mais revient avant la fin de la me- 
tamorphose au taux caractéristique présenté par l'hémolymphe 
des pupes au cours de premiers jours de la nymphose. 

En derniere analyse, à la suite des transformations qu'elle 
subit au cours de la métamorphose, l'hémolymphe de l'insecte 
parfait différe de celle de la jeune chrysalide par une teneur 
plus forte en sodium et plus faible en calcium (tig. 2/11 et 2/111) 
par rapport aux bases totales des cendres. De plus chez l'imago 
la saturation des affinités des bases par le chlore est plus forte 
et la teneur de l'hémolymphe en azote extraprotéique décroit. 


Conclusions. 


1l. L'hémolymphe des insectes présente, ainsi que l'ont con- 
staté d'autres auteurs également, une composition minérale qui 
la différencie nettement de celle des humeurs des autres groupes 
animaux. 

9 Chez les chenilles de bombyx en croissance on trouve 
sur 100 équivalents grammes de bases fixes de l'hémolymphe 
3.0 équivalents grammes de sodium, 19.4 de potassium, 17.3 de 
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calcium ct 59.8 de magnésium. Ces métaux ne sont balances par 
le chlore que dans de faibles proportions (20.195). L'azote 
extraprotéique est trés abondant. Cette composition ne subit 
aucun changement visible pendant toute la durée de la cin- 
quiéme période de la croissance larvaire. 

3. C'est pendant la période qui s'étend entre la cessation de 
l'alimentation et la nymphose que l'hémolymphe est siege des 
transformations les plus importantes. Le fait le plus significa- 
tif de cette période c'est l'élimination du torrent circulatoire de 
la plus grande partie (60% environ) du magnésium. Ce phéno- 
méne est accompagné de la diminution du volume global de 
l'hémolymphe. Il en résulte une augmentation de la concentra- 
tion des autres composés de cette humeur. 

4. Pendant la métamorphose on n'observe que les change- 
ments insignifiants de la composition des cendres de l'hémo- 
lymphe. Ils consistent surtout (l'élimination du magnesium 
ayant été effectuéc auparavant) en accroissement progressif du 
sodium au dépens du calcium dans la somme des bases fixes, le 
rapport du potassium au magnésium étant maintenu sensiblc- 
ment constant. La quantité de chlore augmente alors par rapport 
aux bases totales et la teneur en azote extraprotéique diminue. 
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